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１．研究実施の概要

　一過性脳虚血後の海馬遅発性神経細胞死はきわめて緩徐に進行し、受動的破壊に

よる細胞死とは異なる。その上流では神経細胞特有の機構による細胞死の決定機構

がはたらき、その間は、神経細胞死は可逆性で治療可能であり、最終的にアポトー

シス共通の経路に達すると、不可逆に進行すると考えられる。アポトーシスの上流

での神経細胞特有の分子機構を解明し、治療可能域を探ることが本研究のねらいで

ある。これまでにcalcineurinによる細胞死のカスケードの下流にp５３が存在するこ

と、さらにこのp５３はその１５番目のserineがATMによりリン酸化を受けていること

が明らかになった。この事象はfibroblastとglia細胞で確認されている。また、海馬

CA１領域で、一過性前脳虚血後、遅発性神経細胞死に先立って、proteasomeの機

能が低下し、それが不可逆であることを明らかにした。また、それがproteasomeの

サブユニットの再会合障害によるものであることを明らかにした。さらに、多くの

細胞でp５３によりcaspase-３遺伝子の発現が促進されることがわかっているが、我々

は、caspase-３遺伝子の第１イントロンにp５３の結合領域が存在し、それが転写活性

化能を有することを明らかにした。また、gene chipを用いて、ラット一過性全脳虚

血後、遅発性神経細胞死に先行して発現の変動する遺伝子をスクリーニングしたと

ころ、これまでに報告のあるHSP７０など２４６の遺伝子発現が上昇し、２１３の遺伝子発

現が低下した。

２．研究実施内容

�　calcineurin高発現による神経細胞死の機序に関する研究

　これまでにcalcineurin高発現により神経細胞死が誘導されることを明らかにし

てきたが、今回、その下流の分子機序の解明を試みた。その結果、p５３ノックア

ウトマウスより作製したMEF細胞でcalcineurinによる細胞死は抑制されること

が明らかになった。このことはcalcineurinによる細胞死にはp５３が必須であるこ

とを示している。また、p５３野生型の細胞では、p５３の蓄積が認められ、しかも、

１５番目のserineがリン酸化されたp５３が蓄積することが明らかになった。また、

p５３の１５番目のserineをリン酸化することがわかっているATMを欠失した細胞

－805－



と、ATMが野生型の細胞で比較すると、calcineurinによるアポトーシスが前者で

抑制されることが明らかになり、calcineurinによるアポトーシスはATMによる

p５３のリン酸化が必須であることが明らかになった。この事象はfibroblastとglia

細胞で確認されている。

�　海馬CA１細胞におけるATP依存性proteasome機能の非可逆的回復不全に関す

る研究

　我々は以前より、一過性前脳虚血後海馬CA１領域において選択的に、

conjugated-formのユビキチンが蓄積し、free-formのユビキチンが減少し、これら

が元に回復しないことを見いだしていた。そこで、この現象が一過性前脳虚血後

の海馬CA１領域のproteasome機能回復不全によるとの仮説を立て、それを検証し

た。砂ネズミを用いて、一過性前脳虚血後、経時的に断頭して脳を取り出し、snap 

frozenしたのち１００ �mの凍結切片を多数作製し、そこから、海馬CA１領域、CA３

領域、および大脳皮質を掻き出し、それぞれlysateを調整し、proteasome活性を

測定した。その結果、海馬CA３領域および大脳皮質領域では、proteasome活性は

一過性前脳虚血後一旦低下するものの６時間程度で正常レベルまで回復するが、

海馬CA１領域では低下したままであることが明らかになった。次にこの

proteasome機能回復不全は、一過性前脳虚血後、ATP枯渇により２６s proteasome

が２０sと７００PAに解離したものが、血流再開によりATPが回復した後も、海馬CA

１領域では何らかの理由により、２０s分画と７００PAの再会合が障害されているのが

原因であるとの仮説を立て、それを検証した。断頭後２０分経過し、ATPが完全に

枯渇した状態の脳から大脳皮質および海馬全体を取り出し、それぞれlysateを作

製した。それらにin vitroでATPを加え（in vitro ATP-regeneration system）、

proteasomeの２０sから２６sへの再会合の有無を超遠心分離法を用いて比較検討し

た。その結果、海馬では大脳皮質に比較して、ATP添加後も２６sへの再会合が有

意に低いことが明らかになり、何らかの機序により、この再会合が阻害されてい

ることが示唆された。

�　p５３によるcaspase-３遺伝子発現調節に関する研究

　我々は、caspase-３遺伝子の発現が、p５３そのものあるいはp５３を活性化する薬剤

等により上昇することより、caspase-３遺伝子発現がp５３により直接制御されてい

るという仮説をたて、それを検証した。その結果、caspase-３遺伝子の開始コドン

の上流約３kb、第１イントロンの中にp５３が結合するp５３ binding consensus 

sequenceを見出した。gel motility shift assayにてその塩基配列がp５３に結合する

こと、CAT assayによりその塩基配列が転写活性化能を有することを証明した。

�　遅発性神経細胞死の動物モデルとして、ラットの一過性前脳虚血６分を用いた。

また、本モデルでは２分の短時間虚血を３日前に負荷しておくと、６分虚血後に
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も９０％近い神経細胞が生存することを確認してある。すなわち２分虚血後には、

遅発性神経細胞死に対する耐性が誘導されている。シャム群、２分虚血群、６分

虚血群の３群を用いて、虚血後１時間から４８時間まで、海馬CA１領域からmRNA

を抽出し、oligonucleitide high density microarray（GeneChip）を用いて約８８００の

遺伝子（ESTを含む）の発現変化を検討した。虚血後の発現が、正常群、シャム

群のものより再現性を持って２倍以上の上昇ないし１／２以下の低下を示したも

のを有意な変化とみなした。本基準により、２４６遺伝子が上昇（約２．８％）、２１３遺

伝子が低下（約２．４％）、重複を除外して合計４４３遺伝子が変化を示した（約５％）。

これら４４３遺伝子の階層的クラスタリング解析では、発現パターンを大きく６型に

分類することができた。
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